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(57) Abstract: The invention relates to a method for production of an activated biochip for covalent fixing of oligonucleotide probes 
to a solid support by means of a spacer compound of the NHS-PEG-VS type and biochips produced by the above method. The 
invention further relates to methods for detection of nucleic acids in a sample or methods for screening compounds which may 
be specifically bound to oligonucleotide probes in which said biochips are used. The invention also relates to detection kits for, 
quantitative or qualitative analysis of nucleic acids in a sample, comprising said biochips and use of the above as affinity matrix for 
purification of nucleic acids, for sequencing nucleic acids, for the qualitative or quantitative analysis of the expression of genes or 
for the study and detection of genetic polymorphism. 

(57) Abrege : La presente invention est relative a un procede de preparation d'une biopuce activee pour la fixation covalente de 
sondes oligonucleotidiques sur un support solide par rintermediaire d'un compose espaceur de type NHS-PEG-VS, ainsi que les 
biopuces susceptibles d'etre obtenues par un tel procede. Linvention comprend egalement des methodes de detection decides 
nucleiques dans un echantillon ou des methodes de criblage de composes capables de se fixer specifiquement sur des sondes oligo- 
nucleotidiques dans lesquelles sont mises en oeuvre les biopuces selon 1' invention. La presente invention a aussi pour objet des kits 
de detection, d'analyse quantitative ou qualitative d'acides nucleiques dans un echantillon, comprenant de telles biopuces ainsi que 
Putilisation de ces demieres comme matrice d'affinite pour la purification d'acide nucleique, pour le sequencage d'acide nucleique, 
pour Panalyse qualitative ou quantitative de Texpression de genes ou encore pour Petude et la detection de polymorphisme genetique. 
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NOUVEAU PROCEDE DE PREPARATION DE BIOPUCES A ADN 
ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention est relative a un precede de preparation d'une biopuce 

5 activee pour la fixation covalente de sondes oligomicleotidiques sur un support solide 
par 1'intermediaire d'un compose espaceur de type NHS-PEG-VS, ainsi que les 
biopuces susceptibles d'etre obtenues par un tel precede. L'invention comprend 
egalement des methodes de detection d'acides nucleiques dans un echantillon ou des 
methodes de criblage de composes capables de se fixer specifiquement sur des sondes 

10 oligomicleotidiques dans lesquelles sont mises en oeuvre les biopuces selon l'invention. 
La presente invention a aussi pour objet des kits de detection, d'analyse quantitative ou 
qualitative d'acides nucleiques dans un echantillon, comprenant de telles biopuces ainsi 
que l'utilisation de ces dernieres comme matrice d'affinite pour la purification d'acide 
nucleique, pour le sequen9age d'acide nucleique, pour 1'analyse qualitative ou 

15 quantitative de l'expression de genes ou encore pour l'etude et la detection de 
polymorphisme genetique. 

De nombreuses techniques ou dispositifs d'analyse d'echantillons biologiques 
ont ete developpes ces dernieres annees, en particulier pour 1'analyse en parallele de 
grandes quantites d'acides nucleiques ou de proteines, notamment suite a l'essor de la 

20 genomique ou de la proteomique. 

Parmi ces techniques ou dispositifs, les supports permettant de realiser 1'analyse 
a haut debit d'acides nucleiques, tels que les biopuces, ou puces a ADN (denommes 
aussi « micro- ou macroarrays », ou encore « DNA chip ») ont fait l'objet de nombreuses 
etudes. 

25 Ces biopuces peuvent etre en particulier realisees a partir d'un support, 

generalement solide, fonctionnalise sur lequel ont ete fixes par liaison covalente et 
localises des acides nucleiques donnes (sondes nucleiques) et sur lesquelles des sondes 
nucleiques vont se fixer specifiquement respectivement par appariement (ou hybridation 
specifique) ou par reconnaissance d'un site d'affinite les acides nucleiques que Ton 

30 cherche a detecter ou identifier dans 1'echantillon biologique. 
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Parmi les documents decrivant les techniques relatives aux biopuces a ADN, on 
peut citer en particulier : 

- Particle de revue de Wang J. (Nucleic Acids Research, 28, 16, 3011-3016, 
2000), qui presente un resume faisant le point sur les principales techniques connues 

5 relatives aux puces a ADN, et le document Schubhart et al. (Nucleic Acids Research, 
28, 10, e47, 2000) qui dresse une liste des problemes auxquels sont confrontes les 
concepteurs de ces puces ; 

- le document brevet delivre sous le N° US 6,030,782, qui decrit un greffage 
avec une surface mercaptosilanisee, d'acides nucleiques modifies par un groupe 

10 sulhydryle ou disulfure, et Particle de Bamdad (Biophysical Journal, 75, 1997-2003, 
1998), qui decrit Pobtention de surfaces presentant des ADN par incorporation de 
molecules composites, les ADN-thiols, dans des monocouches auto-assemblees (« self- 
assembled monolayers ou SAMs ») ; 

- la demande intemationale de brevet publiee sous le N° W0 00/43539 qui 
15 propose d'immobiliser des molecules, telles que des oligonucleotides, par le biais de 

polymeres polyfonctionnels (« polymer brushes ») ce qui permet d'augmenter la densite 
de greffage. Ces polymeres peuvent etre obtenus a partir de methacrylate 
d'hydroxyethyle, d'acrylamide, ou de vinyl pyrrolidone ; 

- la demande intemationale de brevet publiee sous le N° WO 00/36145 decrit de 
20 son cote une methode de fabrication de puces a ADN, comprenant la polymerisation sur 

un substrat de type couche metallique, d'un copolymere de pyrrole et de pyrrole 
fonctionnalise, la fixation d'un agent de reticulation sur le pyrrole fonctionnalise, puis la 
fixation d'une sonde biologique (telle qu'un oligonucleotide). L'agent de reticulation 
peut etre bifonctionnel, et par exemple presenter une fonction ester de la N- 
25 hydroxysuccinimide et une fonction maleimide ; 

- la demande intemationale de brevet publiee sous le N° WO 98/20020 qui decrit 
egalement Pimmobilisation a haute densite d'acides nucleiques sur des supports solides, 
cette fois-ci par mise en contact d'un acide nucleique contenant un groupement thiol 
avec un support presentant un groupe reagissant avec ce thiol, eventuellement par 

30 Pintermediaire d'un agent de reticulation ; 
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- Particle de Penchovsky et al. (Nucleic Acids Research, 28, 22, e98, 2000), qui 
decrit une methode d' immobilisation d' oligonucleotides sur des billes de latex aminees, 
a r aide d'un agent de reticulation qui reagit sous Taction de la lumiere ; et 

- les demandes internationales de brevet publiees sous les N° WO 99/16907, WO 
5 00/40593 et WO 00/44939 de la societe Surmodics (qui produit des lames pour le depot 

d'oligonucleotides fonctionnalises avec une amine). Ces demandes decrivent 
notamment la fixation d'acides nucleiques sur des surfaces telles le verre, par 
Pintermediaire d'un squelette polymerique auquel sont fixes un ou plusieurs 
groupements « photochimiquement actifs » d'un cote du polymere (pour le greffage sur 

10 la surface) et « thermochimiquement actifs » de Pautre cote (pour le greffage avec 
Pacide nucleique fonctionnalise). 

En ce qui concerne Putilisation d'un polyethylene glycol) (PEG) 
heterobifonctionnel, notons la demande de brevet internationale publiee sous le N° WO 
95/13312 de la societe Shearwater Polymers (devenue Nektar) qui mentionne 

15 Putilisation therapeutique d'un tel agent espaceur pour le greffage d'agents 
therapeutiques sur des proteines. 

Parmi les biopuces deja realisees ou en cours de realisation, celles permettant a 
la fois de pouvoir etre revetues aussi bien de sondes nucleiques a sequences courtes 
(quelques dizaines de bases) simple brin, pouvant etre synthetisees chimiquement, que 

20 de sequences beaucoup plus longues, double brin, comme celles issues de produits de 
PCR, allant de 200 a quelques milliers de paires de bases, font Pobjet d'un grand interet. 

En effet, pour les oligonucleotides de courte sequence, on ne peut pas utiliser par 
exemple les supports recouverts de polylysine, les acides nucleiques s'adsorbant a plat 
sur la polylysine et Pacces a la sequence lors de Phybridation etant difficile voire 

25 impossible si le brin depose est court. II faut done pouvoir greffer P oligonucleotide 
court par une de ces extremites afin de liberer Pacces a la sequence lors de Phybridation 
ulterieure avec Pacide nucleique cible. 

D existe quelques supports commerciaux qui permettent ce greffage par liaison 
covalente. En general, les resultats obtenus avec ces biopuces ne sont pas totalement 

30 satisfaisants : 

- le bruit de fond est trop important ; 
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- le signal d'hybridation est trop faible ; 

- il y a presence de bavures (trainees de fluorescence autour des spots apres 
hybridation) ; 

- les proprietes de mouillage des surfaces ne sont pas satisfaisantes (les depots 
s'etalent jusqu'a se recouvrir d'un spot a l'autre, des heterogeneites sous forme 
d'anneaux apparaissent) ce qui ne permet pas d'agir sur la densite de greffage ou 
d'obtenir lors du depot des spots de bonne taille (de diametre moyen allant de 50 a 
200 urn) ; 

- 1'absence d'un bras espaceur pour donner de la mobilite a la sonde greffee. 
Pour cela, il serait souhaitable de pouvoir egalement disposer d'une biopuce dont 

le support permet apres fixation de ne pas affecter la structure tertiaire (conformation 
tridimensionnelle) et de donner suffisamment de mobilite pour qu'une hybridation 
specifique entre acides nucleiques simple brin puisse se realiser. 

Enfin, il serait souhaitable de pouvoir egalement disposer d'une biopuce dont le 
15 protocole permettant de realiser 1' immobilisation des sondes oligonucleotides sur un 
support, tel que du verre, en vue de la fabrication de ces biopuces soit un protocole 
simple (minimum d'etapes, si possible de cmmie "legere"), rapide (ce point est d'autant 
plus important que les volumes utilises sur chaque "spot" sont tres faibles et s'evaporent 
rapidement, il est done indispensable que le greffage covalent soit rapide et que les 
20 sondes en exces puissent etre facilement eliminees de la surface (sans laisser de 
trainees)) et reproductible. 

II apparait au regard des biopuces testees et decrites dans les documents deja 
publies qu'aucune de ces biopuces ne correspond a ces criteres. 

Ainsi, il reste de pouvoir disposer d'une biopuce presentant ces caracteristiques. 
25 Ceci est justement l'objet de la presente invention. 

Les inventeurs ont de maniere surprenante mis en evidence que Putilisation d'un 
compose espaceur heterobifonctionnel NHS-PEG-VS de formule (I) ci-apres, fixe par 
liaison covalente sur un support solide prealablement fonctionnaUse, permettait 
d'obtenir des biopuces rapondant a cette attente. 
30 Ainsi, la presente invention a pour objet un procede de preparation d'une 

biopuce activee pour la fixation covalente de sondes oligonucleotidiques, ladite biopuce 
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comprenant un support solide prealablement fonctionnalise avec une fonction thiol ou 
amine, caracterise en ce qu'il comprend une etape de fixation covalente dans les 
conditions appropriees sur ledit support fonctionnalise d'un compose espaceur NHS- 
PEG-VS de formule (I) : 




'2 



dans laquelle PEG designe le polyethylene glycol) de formule 

HO-(CH 2 CH 2 0) n CH 2 CH2-OH ? 
ou n est un nombre entier choisi de telle sorte que la masse moleculaire du compose 
NHS-PEG-VS de formule (I) est comprise entre 500 et 5000, de preference entre 2000 

10 et 4000, de maniere plus preferee voisine de 3400. 

Par le terme « biopuce activee », on entend designer dans la presente description, 
un support solide tel que defini ci-apres, sur lequel auront ete fixes par liaison covalente 
les composes espaceurs de formule (I) capables d'interagir avec les sondes nucleiques, 
mais non encore revetu de cesdites sondes. 

15 Par acide nucleique, sonde nucleique, sequence nucleique ou d'acide nucleique, 

polynucleotide, oligonucleotide, sequence de polynucleotide, sequence nucleotidique, 
termes qui seront employes indifferemment dans la presente description, on entend 
designer un enchainement precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de definir 
un fragment ou une region d'un acide nucleique, comportant ou non des nucleotides non 

20 naturels, et pouvant correspondre aussi bien a un ADN double brin, un ADN simple 
brin, un PNA (pour « Peptid Nucleic Acid ») ou LNA ( pour « Locked Nucleic Acid ») 
que des produits de transcription desdits ADNs tels que FARN. 

Par sonde oligonucleotidique ou sonde nucleique, on entendra designer ici 
roligonucleotide fonctionnalise qui sera depose (ou «spotte») et fixe par liaison 

25 covalente audit compose espaceur sur le support solide fonctionnalise, ceci par 
opposition a Tacide nucleique cible issu de 1'echantillon biologique que Ton cherche a 
detecter ou a identifier. 
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Dans un mode de realisation prefere, le procede de preparation d'une biopuce 
activee selon l'invention est caracterise en ce que ledit support solide est choisi parmi 
les supports solides en verre, en plastique, en Nylon®, en Kevlar®, en silicone, en 
silicium, ou encore en polyoses ou poly(hetero-oses), tel que la cellulose, de preference 
5 en verre. 

Ce support pourra etre de forme quelconque (lame plane, microbilles, . . .). 
Dans un mode de realisation particulierement prefere, le procede de preparation 
d'une biopuce activee selon l'invention est caracterise en ce que ledit support solide en 
verre est fonctionnalise par silanisation. 
10 Dans un mode de realisation egalement prefere, le procede de preparation d'une 

biopuce activee selon l'invention est caracterise en ce que ledit support solide est 
fonctionnalise avec une fonction amine lorsque lesdites sondes oligonucleotidiques 
destinees a etre fixees sont fonctionnalisees avec une fonction thiol terminale. 

Lorsque ledit support solide, notamment en verre, est fonctionnalise avec une 
15 fonction amine, on prefere realiser cette fonctionnalisation en presence d'un 
aminosilane, de preference le N-(2-ammoemyl)-3-amino-propyltrimethoxysilane. 
Dans un mode de realisation egalement prefere, le procede de preparation d'une biopuce 
activee selon l'invention est caracterise en ce que ledit support solide est fonctionnalise 
avec une fonction thiol lorsque lesdites sondes oligonucleotidiques destinees a etre 
20 fixees sont fonctionnalisees avec une fonction amine terminale. 

Lorsque ledit support solide, notamment en verre, est fonctionnalise avec une 
fonction thiol, on prefere realiser cette fonctionnalisation en presence de mercaptosilane, 
de preference le (3-mercaptopropyl)-trimethoxysilane. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une 
25 biopuce desactivee pour la fixation covalente de sondes oligonucleotidiques 
fonctionnalisees avec une fonction amine terminale caracteris<§ en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) l'activation de la biopuce par un proc&te de preparation d'une biopuce activee 
pour la fixation covalente de sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec une 
30 fonction amine terminale; et 
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b) Phydrolyse en presence d'une solution aqueuse, de preference d'eau pure, des 
fonctions NHS libres des composes espaceurs NHS-PEG-VS de formule (I) fixes sur le 
support solide. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation d'une 
5 biopuce regeneree pour la fixation covalente de sondes oligonucleotidiques 
fonctionnalisees avec une fonction amine terminate, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

A) la deactivation la biopuce par le procede ci-avant de preparation d'une biopuce 
desactivee selon 1' invention ; 
10 B) la regeneration en presence de l-ethyl-3[3(dimet^ 

hydrochloride (EDC) et de NHS des groupements carboxylates obtenus a 
l'extremite libre desdits composes espaceurs apres hydrolyse des fonctions NHS 
libres initialement presentes, et, le cas echeant, - 
C) au moins une etape de lavage de la biopuce obtenue a l'etape B), de preference en 
15 eau deionisee. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede de preparation d'une biopuce 
activee, desactivee ou regeneree selon l'invention, est caracterise en ce qu'il comprend 
une etape dans laquelle la biopuce obtenue est congelee, sechee ou lyophilisee, de 
preference sechee sous atmosphere inerte, telle que sous azote, et a l'abri de rhiimidite. 
20 Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet un procede de 

preparation d'une biopuce revetue de sondes oligonucleotidiques, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'une biopuce activee ou regeneree par un procede selon 1'invention ; 
P) le depot et la fixation par liaison covalente dans les conditions appropriees : 
25 - soit desdites sondes oligonucleotidiques prealablement fonctionnalisees avec une 

fonction thiol, si ledit support solide a ete fonctionnalise avec une fonction amine, 

ou 

- soit desdites sondes oligonucleotidiques prealablement fonctionnalisees avec une 
fonction amine, si ledit support solide a ete fonctionnalise avec vine fonction thiol ; 
30 et, le cas echeant, 
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y) P elimination des sondes oligonucleotidiques non fixees sur le support par au moins 
une etape de rin?age du support dans des conditions appropriees, de preference en 
eau deionisee. 

La presente invention est en outre relative a un procede de preparation d'une 
5 biopuce comprenant un support solide prealablement fonctionnalise avec une fonction 
thiol, puis active par depot de NHS-PEG-VS de formule (I) et revetue de sondes 
oligonucleotidiques selon Pinvention, caracterise en ce qu'il comprend en outre P etape 
suivante : 

8) la desactivation en presence de composes amines dans les conditions appropriees 
10 des fonctions NHS du compose espaceur n'ayant pas interagi avec les fonctions 

amines des sondes oligonucleotidiques. 

Dans un mode de realisation prefere, ledit compose permettant la desactivation 
des fonctions NHS du compose espaceur a P etape 8) est choisi parmi les composes 
amines possedant une amine primaire, de preference Pethanolamine ou le methoxy- 
15 PEG-NH2, notamment tel que disponible pour ce dernier aupres de la societe Shearwater 
Polymers (USA). 

La presente invention est en outre relative a un procede de preparation d'une 
biopuce comprenant un support solide prealablement fonctionnalise avec une fonction 
amine puis active par depot de NHS-PEG-VS de formule (I) et revetue de sondes 
20 oligonucleotidiques, caracterise en ce qu'il comprend en outre P etape suivante : 

8) la reduction, dans les conditions appropriees, des charges de surface en presence de 
composes anioniques ou susceptibles d'etablir des liaisons covalentes avec les 
groupements amines et conduire a une espece neutre ou negative dans les 
conditions appropriees, de preference en presence de methyl N-succinimidyl adipate 
25 (MSA). 

La presente invention est aussi relative a un procede de preparation d'une 
biopuce revetue de sondes oligonucleotidiques selon rinvention, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape dans laquelle la biopuce obtenue est conservee a Pabri de 
Phumidite, de la lumiere et/ou en atmosphere inerte. 
30 De preference, lesdites sondes oligonucleotidiques sont des ADNs ou ARNs 

monobrins, de preference des ADNs ou des ARNs, dont la taille est comprise entre 15 et 
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7 000 pb, de preference entre 20 et 1 000 pb, entre 20 et 500 pb, entre 20 et 250 pb, 
entre 20 et 1 00 pb, entre 20 et 80 pb ou entre 35 et 80 pb. 

Ces ADNs ou ARNs sondes peuvent etre obtenus par synthese chimique, ou a 
partir d'ADN genomique, d'ARN, ou d'ARNm, ou de leurs fragments, extrait de 
5 cellules, notamment pour les ADNc apres reverse transcription de ces ARNs, ou encore 
sous forme de fragment PCR obtenus par RT-PCR a partir de ces ARNs, ou par PCR a 
partir de ces ADNs genomiques (« RT-PCR » pour methode dite de reverse transcription 
suivie d'une reaction de polymerisation en chaine). 

De preference encore, les procedes de preparation d'une biopuce revetue de 

10 sondes oligonucleotidiques selon V invention, sont caracterises en ce que lesdites sondes 
oligonucleotidiques sont deposees sous la forme de spots dont le diametre moyen est 
compris entre 20 \im et 500 |ixm, de preference entre 50 \xm et 200 ^im, et, le cas 
echeant, en ce que la distance moyenne entre le centre de chacun des spots de. sondes 
oligonucleotidiques est comprise entre 80 Jim et 400 pm. 

15 De preference encore, les procedes de preparation d'une biopuce revetue de 

sondes oligonucleotidiques selon Finvention, sont caracterises en ce que le nombre 
desdits spots de sondes oligonucleotidiques est compris entre 2 et 10 5 , de preference 
entre 2 et 10 4 , 2 et 10 3 , 2 et 4 10 2 , 2 et 10 2 , de maniere encore plus preferee entre 50 et 
10 3 et entre 50 et 4 10 2 par cm 2 . 

20 Sous un nouvel aspect, la presente invention a pour objet une biopuce 

comprenant un support solide prealablement fonctionnalise avec une fonction thiol ou 
amine, caracterisee en ce qu'elle comprend un compose espaceur NHS-PEG-VS de 
formule (T) : 

^ \ i 

I N-O C— PEG— S— CH=CH 2 

S II 

o O 

25 dans laquelle PEG designe le poly(ethylene glycol) de formule 
HO-(CH2CH 2 0) n CH 2 CH 2 -OH, 
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ou n est un nombre entier choisi de telle sorte que la masse moleculaire du compose 
NHS-PEG-VS de formule (I) est comprise entre 500 et 5000, de preference comprise 
entre 200 et 4000 et voisin de 3400, 

ledit compose espaceur etant fixe sur ledit support solide par une liaison covalente 
5 resultant soit de Pinteraction entre la fonction thiol dudit support fonctionnalise et la 
fonction vinylsulfone du compose espaceur de formule (I) ou soit de Pinteraction entre 
la fonction amine dudit support fonctionnalise et la fonction NHS du compose espaceur 
de formule (I). 

. De preference, la biopuce selon T invention est caracterisee en ce qu'elle 
10 comprend en outre au moins une sonde oligonucleotidique, prealablement 
fonctionnalisee avec une fonction thiol ou amine, fixee sur ledit support solide par une 
liaison covalente resultant soit de Pinteraction entre la fonction NHS libre dudit 
compose espaceur de formule (I) et une fonction amine de ladite sonde 
oligonucleotidique, ou soit de Pinteraction entre la fonction vinylsulfone libre du 
15 compose espaceur de formule (I) et une fonction thiol de ladite sonde 
oligonucleotidique. 

De preference egalement, la biopuce selon Pinvention est caracterisee en ce que 
lesdites sondes oligonucleotidiques fixees sont des ADNs ou ARNs monobrins, de 
preference des ADNs ou des ARNs, dont la taille est comprise entre 15 et 7 000 pb, de 
20 preference entre 20 et 1 000 pb, entre 20 et 500 pb, entre 20 et 250 pb, entre 20 et 100 
pb, entre 20 et 80 pb ou entre 35 et 80 pb. 

De preference egalement, la biopuce selon Pinvention est caracterisee en ce que 
lesdites sondes oligonucleotidiques sont deposees sous la forme de spots dont le 
diametre est compris entre 20 fim et 500 jim, de preference entre 50 |im et 200 jam et, le 
25 cas echeant, en ce que la distance moyenne entre le centre de chacun des spots de sondes 
oligonucleotidiques est compris entre 80 jim et 400 ^m. 

De preference egalement, la biopuce selon Pinvention est caracterisee en ce que 
le nombre desdits spots de sondes oligonucleotidiques est compris entre 2 et 10 5 , de 
preference entre 2 et 10 4 , 2 et 10 3 , 2 et 4 10 2 , 2 et 10 2 , de maniere encore plus preferee 
30 entre 50 et 10 3 et entre 50 et 4 10 2 par cm2. 
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De preference egalement, la biopuce selon Pinvention est caracterisee en ce que 
ledit support solide est choisi parmi les supports solides en verre, en plastique, en 
Nylon®, en Kevlar®, en silicone, en silicium, en polyoses ou polyhetero-oses, de 
preference en verre, de preference silanise. 
5 La presente invention a aussi pour objet une biopuce activee, desactivee, 

regeneree, ou encore revetue de sondes oligonucleotidiques, susceptible d'etre obtenue 
par un precede selon Pinvention. 

Sous encore un autre aspect, la presente invention comprend Putilisation d'une 
biopuce selon Pinvention pour la detection d'acides nucleiques dans un echantillon. 
10 Sous encore un autre aspect, la presente invention est relative a un kit ou 

necessaire pour la detection, Panalyse qualitative ou quantitative d'acides nucleiques 
dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend une biopuce selon Pinvention. 

La presente invention a egalement pour objet un precede pour la detection 
d'acides nucleiques dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
15 suivantes : 

a) le depot de V echantillon contenant les acides nucleiques cibles dont on 
cherche a detecter la presence sur une biopuce revetue de sondes oligonucleotidiques 
selon 1'invention, dans des conditions permettant Phybridation specifique de ces acides 
nucleiques cibles avec lesdites sondes oligonucleotidiques; 
20 b) le cas echeant, le ravage de la biopuce obtenue a Petape a) dans les 

conditions appropriees afin d'eliminer les acides nucleiques de Pechantillon non 
captures par hybridation ; et 

c) la detection des acides nucleiques captures sur la biopuce par hybridation. 

Par conditions permettant Phybridation specifique d'acides nucleiques cibles 
25 avec lesdites sondes oligonucleotidiques, il s'agit de preference de conditions de forte 
stringence notamment telles que definies ci-apres ou telles que citees, sans s'y limiter, 
dans les exemples ci-apres. 

Une hybridation dans des conditions de forte stringence signifie que les 
conditions de temperature et de force ionique sont choisies de telle maniere qu'elles 
30 permettent le maintien de Phybridation entre deux fragments d'ADN ou d'ARN/ADN 
complementaires. A titre illustratif, des conditions de forte stringence de Petape 
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d'hybridation aux fins de definir les conditions d'hybridation decrits ci-dessus, sont 
avantageusement les suivantes. 

L'hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est realisee en deux etapes : (1) 
prehybridation a 42°C pendant 3 heures en tampon phosphate (20 mM, pH 7,5) 
5 contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond a une solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate 
de sodium), 50 % de formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 x Denhardt's, 
5 % de dextran sulfate et 1 % d'ADN de sperme de saumon ; (2) hybridation proprement 
dite pendant 20 heures a une temperature dependant de la taille de la sonde (i.e. : 42°C, 
pour une sonde de taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 minutes a 20°C en 

10 2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS. Le 
dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS pendant 30 minutes a 60°C pour 
une sonde de taille > 100 nucleotides. Les conditions d'hybridation de forte stringence 
decrites ci-dessus pour un polynucleotide de taille definie, peuvent etre adaptees par 
Thomme du metier pour des oligonucleotides de taille plus grande ou plus petite, selon 

15 Tenseignement de Sambrook et al. (1989, Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd 
Ed. Cold Spring Harbor). 

L' invention comprend egalement un procede pour la detection d'acides 
nucleiques dans un echantillon selon 1' invention, caracterise en ce que les acides 
nucleiques dont on cherche a detecter la presence sont prealablement marques a une de 

20 leur extremite par un marqueur capable de generer directement ou indirectement un 
signal detectable, de preference detectable par fluorescence. 

L'invention comprend egalement un procede pour la detection d'acides 
nucleiques selon la presente invention, caracterise en ce que les acides nucleiques dont 
on cherche a detecter la presence sont prealablement marques pour au moins deux 

25 d'entre eux par un marqueur different. 

De preference, lesdits marqueurs sont choisis parmi des derives de la cyanine, de 
preference choisis parmi les derives sulfonates de la cyanine, notamment les composes 
Cy5 ou Cy3, les nanocristaux (Migyong Han et al, Nature Biotechnology, 19, 631-635, 
2001) ou les nanoparticules (societe Genicon Science). 

30 La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'une biopuce selon 

Pinvention comme matrice d'affinite ou pour la purification d'acide nucleique. 
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La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'une biopuce selon 
l'invention pour le sequen9age d'acide nucleique, pour P analyse qualitative ou 
quantitative de Pexpression de genes ou encore pour Petude et la detection de 
polymorphismes genetiques (aussi appeles SNP's pour « Single Nucleotide 
5 Polymorphism » ou SNIPS). 

Par exemple, mais sans s'y limiter, on depose sur les biopuces selon l'invention 
des sondes d'ADN correspondant a des genes connus. Chaque depot ou spot pourra 
contenir plusieurs milliers de sondes oligonucleotidiques correspondant a un meme gene 

10 et d'un spot a Pautre les sondes oligonucleotidiques correspondront a un autre gene, ou 
a un gene presentant un polymorphisme different. 

Les ADNs genomiques, ou ARN messagers, ou leurs fragments, du tissu ou de la 
cellule que Pon souhaite etudier pourront etre extraits puis marques avec des 
fluorochromes (les ADNs ou ARNm pourront notamment etre transformes en ADN 

15 complementaires (ADNc) par reverse transcription, et, le cas echeant, multiplies par les 
techniques de PCR ou RT-PCR). 

Ces ADNs, ADNc, ou ARNs seront ensuite deposes sur la biopuce revetue de 
sondes oligonucleotidiques et, le cas echeant, se lier par hybridation specifique avec les 
sondes oligonucleotidiques prealablement deposees qui leur correspondent.- On va 

20 ensuite detecter sur chaque spot, la quantite de signal, notamment de fluorescence, 
correspondant ainsi a la quantite d'acides nucleiques cibles hybrides, qui sera 
notanunent proportionnelle a la quantite initiale d'ARNm extraits, si les ADNs cibles 
deposes sont des ADNc complementaires d'ARNm transcrits. On pourra ainsi mesurer 
Pactivite de transcription de la cellule pour certains genes. 

25 Les applications de ces biopuces a ADN sont par consequent nombreuses, telles 

que les etudes de la transcription, le diagnostic (recherche de mutation), recherche de 
cibles therapeutiques, cartographie genetique des individus. 

On pourra notamment se referer pour les applications generales de ces biopuces 
aux nombreux documents deja publies sur ce sujet, documents dans lesquels les 

30 methodes mises en oeuvres pour ces applications a partir de biopuces activees, ou 
regenerees, comme celles de la presente invention sont parfaitement explicitees. 
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Sous encore un autre aspect, F invention, est relative a une methode de criblage 
de composes ou cellules capables de se fixer specifiquement sur un oligonucleotide 
donne, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a tester sur une biopuce selon Finvention, 
5 dans les conditions permettant la fixation specifique eventuelle dudit compose ou de 

ladite cellule a tester avec ledit oligonucleotide donne, ladite biopuce comprenant au 
moins un spot de sondes oligonucleotidiques contenant lesdits oligonucleotides donnes 
fixes sur son support solide et, le cas echeant, ledit compose ou ladite cellule etant 
marque par un marqueur capable de generer directement ou indirectement un signal 
10 detectable ; 

b) F elimination par au moins une etape de lavage dans les conditions appropriees 
des composes ou cellules a tester non fixes specifiquement sur ledit oligonucleotide 
donne ; et 

c) la selection du compose ou de ladite cellule specifiquement fixe sur ledit 
15 oligonucleotide donne, le cas echeant, par la selection du compose ou de ladite cellule 

dont le signal a ete detecte au niveau du spot contenant ledit oligonucleotide donne. 

Sous enfin un dernier aspect, la presente invention a pour objet un instrument ou 
dispositif de diagnostic ou de recherche comprenant une biopuce selon Finvention. 

20 D'autres caracteristiques et avantages de Finvention apparaissent dans la suite de 

la description avec les exemples et les figures dont les legendes sont representees ci- 
apres. 

LEGENDES DES FIGURES 

Figures 1A a ID : Greffage ^oligonucleotides fonctionnalises par un groupement amine 
25 (>nH2-termines) 

Figure 1 A : surface de verre (silanols Si-OH). 

Figure IB : surface de verre fonctionnalisee avec des mercapto-silanes (SH- 
termines). 

Figure 1C : greffage de PEG heterobifonctionnel (NHS-PEG-VS). Les 
30 extremites NHS restent fibres et reactives; 
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Figure ID : fixation ^oligonucleotides fonctionnalises par un groupement amine 
(NH2-termines). 

Exemple 1 . Support pour sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees par 
5 un groupement amine : Methode 1 

1. Principe 

Utilisation d'un PEG heterobifonctionnel portant les fonctions NHS et VS. 

La surface est dans un premier temps silanisee (fonctionnalisation) de fa<?on a 
obtenir des fonctions SH (thiol en surface). La fonction VS du PEG heterobifonctionnel 
10 qui est ensuite depose (activation) va reagir avec les thiols de la surface pour former une 
liaison covalente. Les oligonucleotides portant une fonction amine a Tune de leurs 
extremites sont finalement deposes. Cette fonction amine va reagir avec la fonction 
NHS du PEG heterobifonctionnel pour former une liaison covalente. 

2. Protocole experimental 
15 a) Silanisation 

Des lames de verre GOLD SEAL sont utilisees. Ces lames sont nettoyees a Paide 
d'un melange d'acide sulfurique-eau oxygenee (70/30, v/v) d'un volume de 300 ml 
pendant 15 minutes (melange Piranha). 

Les lames sont rincees a l'eau pure puis au methanol. 
20 Le bain de silanisation est compose de : 

- 60 ml de methanol pur pour synthese (SDS ref.: 0930221) ; 

- 510 jjiI d'acide acetique ; 

- 2,55 ml d'eau pure ; et 

- 1,275 ml de (3-Mercaptopropyl)-trimethoxysilane (SIGMA, EE No. 224-588- 

25 5). 

Les lames sont plongees 2 heures dans ce bain. 

Les lames sont ensuite rincees au methanol pur puis sechees a 1' argon, enfin les 
lames sont placees 15 minutes dans une etuve a 94°C. 

Les lames sont stockees sous vide dans un dessiccateur. 
30 b) Application du PEG heterobifonctionnel 
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Preparation d'une solution de PEG heterobifonctionnel dans du tampon PBS lx 
(phosphate salin) a pH 7. Cette valeur de pH est optimale pour la reaction entre les 
thiols de la surface et la fonction VS du PEG. 

Pour vine lame : 

5 - 2 mg de NHS-PEG-VS, MW 3400 (Shearwater Polymers) ; et 

- 2 ml de PBS lx. 

La solution est deposee sur la surface de la lame a traiter pendant 45 minutes. 
Les lames sont ensuite rincees avec de Peau deionisee et sechees a Pargon. 
Exemple 2 . Support pour sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees par 
10 un groupement thiol : Methode 2 

1. Principe 

C'est le meme principe que pour la methode 1 sauf qu'ici la surface des lames 
est silanisee avec des fonctions amines. Ainsi, la fonction NHS du PEG va reagir avec 
ces groupements de surface et le groupement VS restant pourra reagir avec des 
1 5 oligonucleotides possedant une fonction thiol terminale. 

2. Protocole experimental 

a) Silanisation 

Les lames sont, comme pour le protocole experimental de 1' exemple 1, lavees 
avec le melange Piranha. 
20 La composition du bain de silanisation change : 

- 60 ml de methanol pur pour synthese (SDS ref.: 0930221) ; 

- 510 jil d'acide acetique ; 

- 2,55 ml d'eau pure ; 

- 1,275 ml de Silane : N-[3-(Trimethoxysilyl)propyl]diethylenetriamine, 97 % 
25 (ALDRICH 10,488-4). 

La solution est deposee sur la surface de la lame a traiter pendant 45 minutes. 
Les lames sont ensuite rincees avec de Peau deionisee et sechees a Pargon. 

b) Application du PEG heterobifonctionnel 

Composition de la solution (pour une lame) : 
30 - 2 mg de NHS -PEG -VS MW 3400 Shearwater Polymers ; 

- 2 ml de tampon Carbonate-Bicarbonate (CB), pH 8,4. 
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Le pH de 8,4 est optimal pour la reaction chimique entre la fonction NHS du 
PEG et les fonctions NH2 de la surface silanisee. 

La solution est deposee sur la surface de la lame a traiter pendant 45 minutes. 

Les lames sont ensuite rincees avec de Peau deionisee et sechees a l'Argon. 
5 Exemple 3 . Support desactive puis regenere pour sondes oligonucleotidiques 

ou peptidiques fonctionnalisees par un groupement amine 

1. Principe 

La fonction NHS est sensible a Phumidite et se desactive en quelques jours. Pour 
remedier a cela, il a ete mis au point une methode qui consiste a desactiver la fonction 
10 sous une forme stable puis a la regenerer au moment du depot des sondes 
oligonucleotidiques. 

2. Protocole experimental 

a) Deactivation 

Les lames sont d'abord preparees comme pour la methode 1. Puis on hydrolyse 
15 la fonction NHS en plongeant les lames dans un bain d'eau pure jusqu'au moment de la 
deactivation. La fonction NHS se transforme en carboxylate (COO"). 

b) Regeneration 

Le protocole de Patel et al. (Langmuir, 13:06485-6490, 1997) est applique ici. 
Brievement : 

20 On prepare dans de Feau pure une solution composee de : 

- 15 mM de NHS (Fluka), de preference dissous prealablement dans du DMSO 
(on peut egalement utiliser du sulfo-NHS a la place du NHS qui est soluble dans Teau) ; 
et 

- 5 mM d'EDC. 

25 Les lames sont ensuite plongees dans la solution pendant 10 minutes. 

On rince ensuite les lames a l'eau pure et on les seche a Pargon. 
Exemple 4 . Passivation (ou « capping ») des regions du support presentant 
des groupements NHS actifs du compose espaceur n'ayant pas interagi avec les 
sondes pour la methode 1 
30 1. Principe 



WO 03/068712 



PCT/FR03/00464 



18 

Apres le depot des oligonucleotides (« spotting »), les regions autour de ces 
depots possedent toujours des groupements actifs de type NHS ou VS suivant la 
methode utilisee. Cela est en particulier genant pour la methode 1 telle que decrite dans 
Pexemple 1 pour laquelle le groupement actif NHS est reactif avec les groupements 
5 amines. Or, ces groupements amines se retrouvent dans certaines bases nucleotidiques. 
Ces groupements amines sont, notamment pour les bases, beaucoup moins reactifs que 
les groupements amines primaires qui servent de fonction d'accroche pour les 
oligonucleotides. Ainsi, lors du depot, les amines des bases n'entrent pas en competition 
(ou tres peu) avec les amines terminates des sondes oligonucleotidiques 

10 fonctionnalisees. Par contre, lors de Phybridation, les acides nucleiques cibles, tels que 
les ADNc, que Pon depose sur le support ne possedent que les amines constitutives de 
leurs bases. II risque done d'y avoir une reaction entre les amines des bases des acides 
nucleiques cibles et les NHS restant autour des depots des sondes oligonucleotidiques ce 
qui a pour consequence d'augmenter le bruit de fond. II est done preferable de 

15 desactiver ces sites NHS encore actifs. 

2. Protocole de passivation des supports pour la methode 1 telle que decrite dans 
Pexemple 1 

2.1 Protocole 1 utilisant de l'ethanolamine comme agent de desactivation des 
groupements NHS n'ayant pas interagi avec les sondes. 
20 Solution de capping : 

- 40 ml de tampon phosphate (HPO4/H2PO4) pH = 8,2 150mM ; 

- 1 ml d'ethanolamine ; 
-2mlde SDS 10%;et 

- on complete avec de Feau milliQ jusqu'a 200 ml. 
25 Solution de lavage : 

- 100ml20XSSC; 
-5 ml SDS 10 %;et 

- on complete a 500 ml avec de l'eau milliQ. 

Les lames sont placees pendant 15 min dans la solution de blocage a 50°C : 
30 - linage a Peau milliQ pendant 4 min ; 

- lavage des lames avec la solution de lavage pendant 15 min ; 
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- rinfage a Feau milliQ pendant 6 min ; et 

- centrifugation a 800 tr/min (50 g) pendant 3 min. 

2.2 Protocole 2 utilisant un PEG monofonctionnel comme agent de deactivation des 
groupements NHS n'ayant pas interagi avec les sondes. 
5 Pour ce deuxieme protocole un PEG monofonctionnel possedant un groupement 

amine a l'une de ses extremites est utilise. Ce groupement amine reagit avec les NHS en 
formant une liaison covalente. La surface autour des spots sur lesquels ont ete deposees 
les sondes est alors recouverte de PEG. 

On prepare une solution contenant : 
0 - 2 ml de tampon phosphate (HPO4/H2PO4) 150 mM a pH 8,2 ; et 

- 2 mg de methoxy-PEG-NH 2 (Shearwater Polymers). 

La lame est plongee dans cette solution pendant 45 minutes, puis elle est rincee a 
1' eau pure et sechee a 1 9 argon. 

Exemple 5 . Passivation des regions du support presentant des groupements 
5 VS actifs du compose espaceur n'ayant pas interagi avec les sondes pour la 
methode 2 

Comme il n'y a pas de fonction thiol dans les bases constitutives des acides 
nucleiques, tel que PADN, il n'est done pas necessaire de desactiver les sites VS libres 
pour le depot de sondes oligonucleotidiques. Seul un ravage a Feau pure est realise afin 

0 d'eliminer ici les oligonucleotides qui ne se sont pas greffes. 

De maniere generale, tous les composes thioles et par exemple le N- 
ethylmaleimide, les derives iodoacetates (sodium tetrathionate, reactif d ! Ellman), les 
aziridines, les derives acryloyls, peuvent etre utilises. 

Toutefois, afin d'isoler ou de reduire les charges de surfaces dans la methode 2, 

5 il est preferable de deposer avant spotting des sondes, dans les conditions appropriees, 
des composes anioniques ou susceptibles d*etablir des liaisons covalentes avec les 
groupements amines et conduire a une espece neutre ou negative dans les conditions 
appropriees, tel que par exemple suivant le protocole ci-apres en utilisant le methyl N- 
succinimidyl adipate (MSA). 

0 Protocole utiUsant le MSA comme agent de neutralisation des charges de 

surfaces dans la methode 2. 
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On depose sur la surface une solution de MSA dans du PBS 1 x pH 7,4 (1 mg de 
MSA pour 1 ml de PBS). La surface est recouverte d'une lame de plastique. La solution 
de MSA est laissee en contact avec la surface pendant 1 heure. Ensuite rin£age a Teau 
pure et sechage a P azote. 

Exemple 6 . Experiences d'hybridation des lames avec une solution de 
sondes oligonucleotidiques : influence du pH sur le greffage des oligonucleotides 

1. Principe des experiences 

Des sondes oligonucleotidiques de 50 bases correspondant a des fragments de 
genes de souris ont ete deposees sur des lames de verre fonctionnalisees sur lesquelles le 
compose espaceur NHS-PEG-VS a ete prealablement fixe. Trois sequences nucleiques 
ont ete utilisees : 

GTGCCTCACGGTGGTTGCCATCACTGTCTTCATGTTCGAGTATTTCAGCC 
(SEQ IDN° 1); 

TTTTGAGATCTGGCTTCATTTCGACGCTGACGGAAGTGGTTACCTGGAAG 
(SEQ ID N° 2);et 

AACGCCCATCTTAAAATCGACGCCTGTCTCTCCCCCATTGCTCTTACCAG 
(SEQ ED N° 3). 

Pour chaque sequence sonde, trois types d' oligonucleotides ont ete deposes : 

- fonctionnalise NH2 en 3' ; 

- fonctionnalise SH en 3' ; et 

- non fonctionnalise. 

Les lames ainsi obtenues ont ete comparees aux lames de differentes societes. 

2. Materiel 

Les oligonucleotides sont deposes a Paide d'un « spotteur » de la societe 
GeneMachines (OmniGrid). Ce spotteur est un spotteur a pointe (Majer Precision) qui 
permet de faire des depots de quelques nl. Entre chaque depot la pointe est lavee afin 
d'eviter les contaminations d'un depot a Tautre. 

Les lames sont ensuite lues apres hybridation a Paide d'un scanner (ScanArray 
3000 GSI) et les images sont analysees a l'aide du logiciel Imagene 4.1 (Biodiscovery). 

3. Experiences d'hybridation d'oligonucleotides sur les lames pour 
oligonucleotides amines 
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a) Preparation des lames 

Les lames selon la presente invention sont preparees selon la methode 1 et la 
methode 2. Les resultats obtenus avec ces lames ont ete compares a ceux obtenus dans 
les memes conditions d'utilisation avec des lames commercialisees par la Societe 
5 SurModics (SurModics, Inc., Eden Prairie, MN) sous la reference « 3D-LINK™ 
activated slides » (Lot DN01B058 paquet N° 19), lames activees capables de fixer des 
sondes nucleotidiques fonctionnalisees NH2 possedant une fonction amine libre 
(« amine-binding slides »). Les lames de la Societe SurModics sont connues comme 
etant les plus performantes des lames commerciales actuellement disponibles. Pour la 
10 comparaison de methodes chimiques permettant d'immobiliser de maniere covalente 
des oligonucleotides sur des lames de verre, on pourra par exemple se referer a 1* article 
de Lindroos et al. (Nucleic Acids Research, 29, 13, e69, 2001) qui compare 8 methodes 
differentes, dont un certain nombre de lames commercialisees. 

Trois sequences sondes d'oligonucleotides et pour chacune de ces sequences 
15 sondes trois types d'oligonucleotides modifies (fonctionnalise NH2, fonctionnalise SH, 
non fonctionnalise) ont ete deposes, chaque solution d'oligonucleotides pour differentes 
valeurs de pH (6,8 ; 7,7 ; et 8,3). Chaque echantillon est spotte deux fois. Ainsi, sur 
chaque lame, 3x3x3x2 = 54 spots d'oligonucleotides sont deposes. 

Cette matrice de spots a ete deposee deux fois sur la lame. 
20 De plus entre chaque oligonucleotide un double depot de tampon est realise afin 

d'eliminer tout risque de contamination. 

b) Preparation des oligonucleotides 

Les oligonucleotides sont resuspendus dans de Peau pure (milliQ) a la 
concentration de 0,5 mM. 
25 La concentration des solutions d'oligonucleotides est ajustee a 5 jiM pour les 

valeurs de pH 6,8 ; 7,7 ; et 8,3 en tampon phosphate 150 mM, dans un volume total de 
12 nl. 

c) Preparation de la solution d'hybridation d'oligonucleotides 

Les biopuces ainsi revetues de sondes oligonucleotidiques sont hybridees avec 
30 une solution contenant les oligonucleotides cibles de sequences complementaires des 
sondes oligonucleotidiques deposees. 
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Trois oligonucleotides cibles de sequences complementaires des sondes 
oligonucleotidiques ainsi spottees ont ete melanges : 

GGCTGAAATACTCGAACATGAAGACAGTGATGGCAACCACCGTGAGGCAC 
(SEQ ID N° 4); 

5 CTTCCAGGTAACCACTTCCGTCAGCGTCGAAATGAAGCCAGATCTCAAAA 
(SEQ IDN° 5);et 

CTGGTAAGAGCAATGGGGGAGAGACAGGCGTCGATTTTAAGATGGGCGTT 
(SEQ ID N° 6). 

Ces oligonucleotides cibles portent un fluorochrome (Cy5) en 5'. 
10 Ces oligonucleotides cibles complementaires sont d'abord resuspendus dans de 

Feau pure a la concentration de 50 |iM. 

Puis le melange suivant est prepare : 

- 497 ^1 d'eau pure ; et 

- 1 \il de chaque oligonucleotide cible complementaire (soit au total 3 jil). 

15 On obtient un melange des trois oligonucleotides cibles portant un fluorochrome 

(Cy5) en 5' a la concentration de 0,1 \iM pour chacun de ces oligonucleotides cibles. 
On prepare ensuite la solution d'hybridation : 

- IjlxI de la solution d'oligonucleotides cibles complementaires a 0,1 juM pour 
chacun ; 

20 - 15,8 \xl d'eau pure ; 

- 3,6 \d de 20 X SSC (pH 7) ; et 
-0,6 \il de SDS 10%, 

soit une solution a la concentration de 5 nM par oligonucleotide cible complementaire. 

d) Hybridation 

25 Les biopuces revetues de sondes oligonucleotidiques sont hybridees avec la 

solution d'oligonucleotides cibles complementaires decrite precedemment. 

On depose 12 ^1 de solution oligonucleotides cibles sur chaque biopuce. On 
recouvre d'une lamelle plastique et les biopuces sont placees dans une chambre 
d'hybridation (GeneMachines). 

30 La chambre est maintenue dans un bain marie a 60°C pendant une nuit. 

e) Ringage 
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Solution 1 : 

- 50 ml 20X SSC ; 
-5 ml SDS10%;et 

- qsp 500 ml d'eau milliQ. 
5 Solution 2 : 

- 5 ml 20X SSC ; et 

- qsp 500 ml d'eau milliQ. 
Solution 3 : 

-2 5 5 ml20XSSC;et 
10 - qsp 500 ml d'eau milliQ. 

Apres hybridation, les lames sont rincees comme ci-apres. 

Les lames sont d'abord placees dans une solution 4X SSC afin de faire tomber 
les lamelles, puis : 

- linage pendant 2x5 min dans la solution 1 ; 
15 - rin9age 1 min dans la solution 2 ; et 

- linage 1 min dans la solution 3. 

4. Resultats des experiences d'hybridation 

4.1 Reglage du scanner 

Le scanner utilise possede deux reglages pour la lecture : 
20 - le reglage de 1'intensite d'excitation (LASER) ; et 

- le reglage de la puissance du photomultiplicateur (PMT, servant a la mesure 
d'intensite de fluorescence). 

L'intensite de ces deux reglages s'exprime dans une unite arbitraire. Au 
maximum les deux valeurs sont a 100. 
25 Pour certaines lames ces valeurs maximales saturent le signal de fluorescence, il 

faut alors diminuer les intensites du LASER et/ou du PMT. 

4.2 Lames pour sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec un 
groupement amine : Methode 1 

Pour un reglage LASER/PMT a 100/100, le signal obtenu est sature pour tous les 
30 spots d'oligonucleotides sondes deposes (signal superieur a 65 000). Ces reglages ont 
ete ainsi diminues a 75/68. 
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Les resultats des experiences sont donnes dans le tableau 1 ci-apres. 
TABLEAU 1 





Intensite 
moyenne de 
fluorescence 


Bruit de 
fond autour 
du spot 


Rapport 
signal/bruit 


Diametre 
moyen Cum) 
n=6 


1 Ecart type des 
diametres 
n=6 


oligo NH2 
pH=6,8 


18900+/- 6550 


6,4 +/- 0,5 


3000 +/- 1000 


96 


10 


oligo NH2 
pH=7,7 


22400 +/- 5700 


7+/- 0,45 


3200 +/- 800 


105 


4 


oligo NH2 
pH=8,3 


34500+/- 1600 


6,7 +/- 0,6 


5200 +/- 450 


103 


3 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=6,8 


4300+/- 1500 


5,6 +/- 0,2 


800 +/- 250 


93 


7 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=7,7 


6500+/- 1900 


6,0 +/- 0,4 


1000+/- 1100 


93 


7,5 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=8,3 


8000 +/- 2600 


6,0 +/- 0,2 


1300 +/- 400 


101 


8,5 



5 



Legende du Tableau 1 : Experience d'hybridation sur une biopuce preparee selon la 
methode 1 : test de pH. 

Des sondes olignucleotidiques fonctionnalisees NH 2 (« oligo NH2 ») et non 
10 fonctionnalisees ont ete deposees a differentes valeurs de pH. La puce a ete hybridee 
avec un melange d'oligonucleotides cibles complementaires de cexix deposes, marques 
en fluorescence. 2 matrices de 54 spots ont ete deposees. 

Les rapports des intensites de fluorescence obtenues pour les sondes 
oligonucleotidiques fonctionnalisees et non fonctionnalisees montrent la tres bonne 
15 selectivity du support pour les sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees qui se 
greffent par liaison covalente. 

Le rapport signal sur bruit est excellent (5 000), le bruit de fond etant tres faible. 
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Les spots sont de tres bonne taille avec une tres faible dispersion des diametres 
(faible mouillabilite) surtout pour les sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec 
des groupements amines. 

Enfin, la reaction de greffage est particulierement efficace a pH basique (8,3)- 
5 4.3 Lames pour sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec un 

groupement thiol : Methode 2 

Le scanner a ete regie sur 100/100. Les resultats de 1'experience sont presentes 
dans le tableau 2 ci-apres. 



10 TABLEAU 2 





Intensite 
moyenne de 
fluorescence 


Bruit de 
fond autour 
du spot 


Rapport 
signal/bruit 


Diametre 
moyen (um) 
n=6 


Ecart type des 
diametres 
n=6 


oligo SH 
pH=6,8 


60600 


500 


120 


155 


5,5 


oligo SH 
pH=7,7 


62700 


525 


120 


157 


8 


oligo SH 
pH=8,3 


61300 


463 


130 


157 


io " ; 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=6,8 


36500 


390 


94 


160 


11 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=7,7 


44000 


470 


94 


156 


10 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=8,3 


50500 


425 


120 


160 


10 



Legende du Tableau 2 : Experience d'hybridation sur une puce preparee d'apres la 
methode 2 : test de pH 

15 

Des sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec un groupement SH 
(« Oligo SH ») et non fonctionnalisees (« Oligo non fonctionnalise ») ont ete deposees 
en solution a differentes valeuK de pH. La puce a ete hybridee avec un melange des 
oligonucleotides cibles complementaires des sondes deposees, marques en fluorescence. 



WO 03/068712 



PCT/FR03/00464 



26 

Les sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec un groupement SH se 
fixent mieux que les sondes oligonucleotidiques non fonctionnalisees mais la selectivity 
du support est moins forte que pour les lames obtenues avec la methode 1. Le pH 
influence assez peu le greffage. 
5 Le rapport signal sur bruit est assez bon. 

4.4 Lames obtenues aupres du fournisseur Surmodics pour sondes 
oligonucleotidiques fonctionnalisees avec un groupement amine 
Le reglage du scanner est 100/100. 
Resultats : voir tableau 3 ci-apres. 

o 

TABLEAU 3 





Intensite 
moyenne de 
fluorescence 


Bruit de 
fond autour 
du spot 


Rapport 
signal/bruit 


Diametre 
moyen (urn) 


Ecart type 
des diametres 


oligo NH2 
pH=6,8 


19000+/- 13500 


60+/- 10 


310+/- 175 


133 


10 


oligo NH2 
P H=7,7 


44000+/- 10500 


65 +/- 10 


700 +/- 200 


127 


10 


oligo NH2 
pH=8,3 


50000+/- 11600 


70+/- 10 


700 +/- 150 


125 


8,5 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=6,8 


6400 +/- 7200 


80 +/- 40 


80 +/- 160 


182 


79 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=7,7 


7500 +/- 9000 


80 +/- 50 


75 +/- 70 


160 


40 


oligo non 

fonctionnalise 

pH=8,3 


7300 +/- 9300 


50+/- 15 


30 +/- 130 


215 


74 



Legende du Tableau 3 : Experience d'hybridation sur une biopuce spottee sur une lame 
15 Surmodics : test de pH 

Des sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec mi groupement amine 
(« Oligo NH2 ») et non fonctionnalisees (« Oligo non fonctionnalise ») ont ete deposees 
en solution a differentes valeurs de pH. La biopuce a ete hybridee avec un melange 
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^oligonucleotides cibles complementaires des sondes deposees, marques en 
fluorescence. 

L'intensite de la fluorescence est faible comparativement aux intensites 
mesurees sur les lames selon la presente invention, d'autant plus que les reglages du 
5 scanner sont tres differents pour les deux experiences. 

La selectivity du support vis-a-vis des sondes oligonucleotidiques 
fonctionnalisees avec un groupement amine apparait bonne, les sondes 
oligonucleotidiques non fonctionnalisees se fixent peu. 

Le greffage semble plus efficace en milieu basique (pH 8,3). 
10 Le rapport signal sur bruit apparait acceptable mais bien moins important que 

pour les lames selon Invention obtenues par la methode 1 (7 fois moins). C'est V interet 
d'avoir un bon signal de fluorescence qui permet de diminuer Fintensite du LASER 
d' excitation et de la detection et ainsi de diminuer le bruit de fond. 

Enfin, les diametres des spots sont assez larges (mouillabilite plus importante 
15 des lames « SURMODICS » que celle des lames selon la presente invention). 

Une faible mouillabilite permet non seulement d 5 avoir une meilleure definition 
des spots mais egalement de reduire la distance moyenne entre deux spots, ce qui permet 

r 2 

en particulier d'augmenter le nombre de spots de sondes deposes par cm . 

Exemple 7 . Experiences d'hybridation des lames avec une solution de 
20 sondes oligonucleotidiques : influence de la concentration des oligonucloetides 

1. Principe des experiences 

Dans cette experience, les memes sequences que pour Fexemple 6 sont utilisees. 
Dans ces experiences, on fait varier la concentration de ces sequences lors du depot. 

2. Materiel 

25 Le meme materiel que celui indique dans Fexemple 6 est utilise. 

3. Experience d'hybridation d' oligonucleotides sur les lames pour oligonucleotides 
amines 

a) Preparation des lames 

Les lames sont preparees selon la methode 1 et comparees aux lames Surmodics. 
30 Trois sequences d 5 oligonucleotides (tes memes que pour Fexemple 6) et pour chaque 
sequence deux types d'oligonucleotides modifies (fonctionnalise NH2 et non 
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fonctionnalise) sont deposes. Chaque oligonucleotide est depose pour 5 valeurs de 
concentration (2 ; 5 ; 10 ; 20 ; et 40 jiM). Chaque echantillon est spotte deux fois. Ainsi, 
sur chaque lame, 2 matrices de 2x3x5x2 = 45 spots d'oligonucleotides auront ete 
deposees. 

5 De plus, entre chaque oligonucleotide un double depot de tampon est effectue 

afin d'eliminer tout risque de contamination. 

b) Preparation des oligonucleotides 

Le pH des solutions a deposer est fixe a 8,2 a l'aide de tampon phosphate 
150 mM. 

10 La concentration des oligonucleotides sondes est ajustee pour les 5 valeurs en 

completant le melange avec de l'eau milliQ. 

c) Preparation de la solution d 'hybridation 

Meme solution et meme protocole que pour Texemple 6. 

d) Hybridation 

1 5 Meme protocole que pour Texemple 6. 

4. Resultats des experiences 

4.1 Lames pour sondes oligonueleotidiques fonctionnalisees avec un 
groupement amine : Methode 1 

Le reglage du scanner est a 90/95. 
20 Les resultats des experiences sont donnes dans le tableau 4 ci-apres. 
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TABLEAU 4 





Intensite 
moyenne de 
fluorescence 


Bruit de fond 
autour des spots 


Rapport 
signal/bruit 


uiamette 
moyen (um) 


ij/Can type 
des diametres 


01igoNH2a 
40 uM 


18000+/- 1700 


26 +/- 5 


700 +/- 200 


126 


13 


OHgoNH2a 
20 uM 


24000 +/- 5000 


25 +/- 6 


1000+/- 350 


116 


5 


OUgoNH2a 
10 uM 


30000+/- 1500 


36+/- 14 


900+/- 250 


112 


4 


Oligo NH2 a 
5 uM 


31000+/- 3000 


24 +/- 3 


12M) +/- ZUU 


1 1 O 


H 


OligoNffia 
2 uM 


12000+/- 3500 


25 +/- 4 


500 +/- 200 


in 


5 


Oligo a 40 
HM 


7500+/- 2000 


27 +/- 3 


300+/- 90 


123 


4 


Oligo a 20 . 
uM 


10000+/- 3000 


26 +/- 3 


400 +/- 90 


119 


5 


Oligo a 10 
uM 


14000+/- 4000 


24+/- 5 


600+/- 300 


115 


5 


Oligo a 5 uM 


13500+/- 5000 


30 +/- 4 


450+/- 200 


110 


0 


Oligo a 2 uM 


11000+/- 2500 


28 +/- 7 


400+/- 100 


112 


4 



Legende du Tableau 4 : Experience d'hybridation sur une biopuce preparee selon la 
5 methode 1 : test de concentration. 



Des sondes olignucleotidiques fonctionnalisees NH 2 (« oligo NH2») et non 
fonctionnalisees ont ete deposees a differentes concentrations. La puce a ete hybridee 
avec un melange d'oligonucleotides cibles complementaires de ceux deposes, marques 
10 en fluorescence. 2 matrices de 45 spots ont ete deposees, 

Cette experience montre que la concentration optimale pour le depot des oligos 
est comprise entre 5 et 10 jiM. Une tres bonne selectivite des lames a ces concentrations 
est retrouvee car les oligos non fonctionnalises se fixent moins (rapport 2 pour les 
intensites). 

1 5 Le rapport signal sur bruit est tres bon pour ces concentrations optimales (1 000). 

Les spots sont de taille reguliere. 
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4.2 Lames obtenues aupres du fournisseur Surmodics pour sondes 
oligonucleotidiques fonctionnalisees avec un groupement amine 

Le reglage du scanner est a 90/95. Les resultats d'experience sont donnes dans le 
tableau 5 ci-apres. 

TABLEAU 5 





Intensite 
moyenne de 
fluorescence 


Bruit de 
fond autour 
des spots 


Rapport 
signal/bruit 


Diametre 
moyen (urn) 


Ecart type 
des diametres 


oligo NH2 a 
40 uM 


7200 +/- 2800 


30 +/- 8 


265 +/- 100 


171 


7 


oligo NH2 a 
20 uM 


4000+/- 1500 


25 +/- 7 


170 +/- 70 


158 


7 


oligo NH2 a 
10 jiM 


2700+/- 1000 


22 +/- 3 


125 +/- 60 


160 


8 


oligo NH2 a 
5 nM 


1800+/- 800 


23 +/- 6 


80 +/- 40 


155 


5 


oligo NH2 a 
2uM 


1100+/- 500 


21 +/- 1 


50 +/- 20 


152 


4 


oligo a 40 uM 


1000+/- 250 


22+/- 3 


50 +/- 10 


160 


10 


oligo a 20 uM 


500 +/- 130 


21 +/- 3 


25 +/- 8 


158 


7 


oligo a 10 uM 


200 +/- 70 


26 +/- 7 


8 +/-3 


158 


9 


oligo a 5 uM 


100+/- 25 


21 +/- 3 


5+/- 1 


157 


7,5 


oligo a 2 uM 


50 +/- 10 


22 +/- 4 


2,5 +/- 0,5 


155 


7,6 



Legende du Tableau 5 : Experience d'hybridation sur une biopuce spottee sur une lame 
10 Surmodics : test de concentration. 

Les intensites sont plus faibles que pour les lames de la methode 1. 
Le meilleur rapport signal sur bruit est obtenu pour la plus forte concentration et 
vaut 265. 

15 Comparees avec les lames selon Pinvention, les lames Surmodics presentent un 

signal de fluorescence 4 fois superieur (31000 contre 7200) et un rapport signal sur bruit 
5 fois superieur pour une concentration en oligonucleotides 8 fois inferieure (5 \xM). 

Ainsi, les lames selon Pinvention permettent d'utiliser moins d'oligonucleotides 
que les lames Surmodics pour une intensite de signal superieure. 
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La taille des spots les lames Surmodics est plus large que pour les lames selon 
1' invention avec une distribution assez etroite. 

Les biopuces obtenues par les precedes de preparation selon 1 'invention, 
notamment selon la methode 1, s'averent particuli6rement performantes par rapport aux 
5 autres supports commerciaux, notamment par rapport aux supports de type 
« Surmodics » qui font reference en la matiere. 

Finalement, les experiences realisees avec les lames obtenues par les procedes 
selon la presente invention, notamment selon la methode 1, mettent en evidence : 

- un greffage tres efficace (le signal d'hybridation est tres fort), 
10 - un bruit de fond tres faible, 

- des proprietes de mouillage excellentes (les spots sont homogenes et reguliers), 

- Futilisation de moins d 5 oligonucleotides sondes que pour les lames Surmodics. 
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REVENDICATIONS 




1. Procede de preparation d'une biopuce activee pour la fixation covalente 
de sondes oligonucleotidiques, ladite biopuce comprenant un support solide 
prealablement fonctionnalise avec une fonction thiol ou amine, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape de fixation covalente dans les conditions appropriees sur ledit 
support fonctionnalise d'un compose espaceur NHS-PEG-VS de formule (I) : 

f ? 

N-O C— PEG — S— CH=CH 2 

° o 

dans laquelle PEG designe le polyethylene glycol) de foimule 

10 HO-(CH 2 CH 2 0) n CH 2 CH2-OH ? 

ou n est un nombre entier choisi de telle sorte que la masse moleculaire du compose 
NHS-PEG-VS de formule (I) est comprise entre 500 et 5000, de preference entre 200 et 
4000, de maniere plus preferee voisine de 3400, 

ledit compose espaceur etant fixe sur ledit support solide par une liaison 

15 covalente resultant soit de P interaction entre la fonction thiol dudit support 
fonctionnalise et la fonction VS (vinylsulfone) du compose espaceur de formule (I), ou 
soit de P interaction entre la fonction amine dudit support fonctionnalise et la fonction 
NHS (N-hydroxysuccinimide) du compose espaceur de formule (I). 

2. Procede de preparation d'une biopuce activee selon la revendication 1, 
20 caracterise en ce que la masse moleculaire du compose NHS-PEG-VS de formule (I) est 

voisine de 3400. 

3. Procede de preparation d'une biopuce activee selon la revendication 1 ou 
2, caracterise en ce que ledit support solide est choisi parmi les supports solides en 
verre, en plastique, en Nylon®, en Kevlar®, en silicone, en silicium ou en polyoses, de 

25 preference en verre. 

4. Procede de preparation d'une biopuce selon la revendication 3, 
caracterise en ce que ledit support solide en verre est fonctionnalise par silanisation. 
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5. Precede de preparation d'une biopuce activee selon Tune des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que ledit support solide est fonctionnalise avec 
une fonction amine lorsque lesdites sondes oligonucleotidiques destinees a etre fixees 
sont fonctionnalisees avec une fonction thiol terminale. 
5 6. Procede de preparation d'une biopuce activee selon la revendication 5, 

caracterise en ce que ledit support solide est fonctionnalise en presence d'un 
aminosilane, de preference le N<2-aminoethyl)-3-amino-propyltrimetho 

7. Procede de preparation d'une biopuce activee selon la revendication 6, 
caracterise en ce que ledit support solide est fonctionnalise avec une fonction thiol 

10 lorsque lesdites sondes oligonucleotidiques sont fonctionnalisees avec une fonction 
amine terminale. 

8. Procede de preparation d'une biopuce activee selon la revendication 7, 
caracterise en ce que ledit support solide est fonctionnalise en presence de 
mercaptosilane, de preference le (3-mercaptopropyl)-trimethoxysilane. 

15 9. Procede de preparation d'une biopuce desactivee pour la fixation 

covalente de sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec une fonction amine 

terminale, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) 1' activation de la biopuce par un procede de preparation d'une biopuce activee 

selon la revendication 7 ou 8 ; et 
20 b) l'hydrolyse en presence d'une solution aqueuse, de preference d'eau pure, des 

fonctions NHS libres des composes espaceurs NHS-PEG-VS de formule (I) fixes sur le 

support solide. 

10. Procede de preparation d'une biopuce regeneree pour la fixation 
covalente de sondes oligonucleotidiques fonctionnalisees avec une fonction amine 
25 terminale, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

A) la deactivation la biopuce par un procede de preparation d'une biopuce desactivee 
selon la revendication 9 ; 

B) la regeneration de la biopuce obtenue a l'etape A) en presence de 1-ethyl- 
3[3(dimethylamino)propyl]carbodiimide hydrochloride (EDC) et de NHS des 

30 groupements carboxylates obtenus a Textremite libre desdits composes espaceurs 

apres hydrolyse des fonctions NHS libres initialement presentes, et, le cas echeant, 
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C) au moins une etape de lavage de la biopuce obtenue a l'etape B), de preference en 
eau deionisee. 

11. Procede de preparation d'une biopuce activee, desactivee ou regeneree 
selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il comprend une etape dans 

5 laquelle la biopuce obtenue est congelee, sechee ou lyophilisee. 

12. Procede de preparation d'une biopuce revetue de sondes 
oligonucleotidiques, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'une biopuce activee par un procede selon Tune des revendications 
1 a 8 ou la preparation d'une biopuce regeneree par un procede selon la 
10 revendication 10 ; 

(3) le depot et la fixation par liaison covalente dans les conditions appropriees desdites 
sondes oligonucleotidiques prealablement fonctionnalisees avec une fonction thiol, 
si ledit support solide a ete fonctionnalise avec une fonction amine, ou desdites 
sondes oligonucleotidiques prealablement fonctionnalisees avec une fonction 
15 amine, si ledit support solide a ete fonctionnalise avec une fonction thiol; et, le cas 

echeant, 

y) Pelimination des sondes oligonucleotidiques non fixees sur le support par au moins 
une etape de rh^age du support dans des conditions appropriees, de preference en 
eau deionisee. 

20 13. Procede de preparation d'une biopuce comprenant un support solide 

prealablement fonctionnalise avec une fonction thiol et revetue de sondes 
oligonucleotidiques selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il comprend en outre 
l'etape suivante : 

5) la deactivation en presence de composes amines dans les conditions appropriees 
25 des fonctions NHS du compose espaceur n'ayant pas interagit avec les fonctions 

amines des sondes oligonucleotidiques. 

14. Procede de preparation d'une biopuce selon la revendication 13, 
caracterise en ce que ledit compose permettant la deactivation des fonctions NHS du 
compose espaceur a l'etape 8) est choisi parmi les composes amines possedant une 
30 amine primaire, de preference 1'ethanolamine ou le methoxy-PEG-NH 2 . 
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15. Precede de preparation d'une biopuce selon la revendication 12 
comprenant un support solide prealablement fonctionnalise avec une fonction amine et 
revetue de sondes oligonucleotidiques, caracterise en ce qu'il comprend en outre l'etape 
suivante : 

5 5) la reduction, dans les conditions appropriees, des charges de surface en presence de 
composes anioniques ou susceptibles d'etablir des liaisons covalentes avec les 
groupements amines et conduire a une espece neutre ou negative dans les 
conditions appropriees, de preference en presence de methyl N-succinimidyl adipate 
(MSA). 

10 16. Procede de preparation d'une biopuce revetue de sondes 

oligonucleotidiques selon l'une des revendications 12 a 15, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape dans laquelle la biopuce obtenue est conservee a l'abri de 
l'humidite, de la lumiere et/ou en atmosphere inerte. 

17. Procede de preparation d'une biopuce activee, desactivee, regeneree ou 
15 revetue de sondes selon l'une des revendications 1 a 16, caracterise en ce que lesdites 

sondes nucleotidiques sont des ADNs ou ARNs. 

18. Procede de preparation d'une biopuce selon la revendication 17, 
caracterise en ce que lesdites sondes oligonucleotidiques sont des ADNs ou ARNs 
monobrins. 

20 19. Procede de preparation d'une biopuce selon la revendication 17 ou 18, 

caracterise en ce que lesdites sondes oligonucleotidiques sont des ADNs ou ARNs dont 
la taille est comprise entre 15 et 7 000 pb. 

20. Procede de preparation d'une biopuce selon l'une des revendications 12 a 
19, caracterise en ce que lesdites sondes oligonucleotidiques sont deposees sous la 

25 forme de spots dont le diametre est compris entre 20 \im et 500 urn. 

21. Procede de preparation d'une biopuce selon la revendication 20, 
caracterise en ce que le nombre desdits spots de sondes oligonucleotidiques est compris 
entre 2 et 10 5 . 

22. Biopuce comprenant un support solide prealablement fonctionnalise avec 
30 une fonction thiol ou amine, caracterisee en ce qu'elle comprend un compose espaceur 

NHS-PEG-VS de formule (I) : 
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dans laquelle PEG designe Ie polyethylene glycol) de formule 

HO-(CH 2 CH 2 0) n CH 2 CH 2 -OH 5 
ou n est un nombre entier choisi de telle sorte que la masse moleculaire du compose 
NHS-PEG-VS de formule (I) est comprise entre 500 et 5000, de preference comprise 
entre 200 et 4000, de maniere plus preferee voisine de 3400, 

ledit compose espaceur etant fixe sur ledit support solide par une liaison 
covalente resultant soit de Pinteraction entre la fonction thiol dudit support 
fonctionnalise et la fonction vinylsulfone du compose espaceur de formule (I) ou soit de 
Pinteraction entre la fonction amine dudit support fonctionnalise et la fonction NHS du 
compose espaceur de formule (T). 

23. Biopuce selon la revendication 22, caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre au moins une sonde oligonucleotidique, prealablement fonctionnalisee avec une 
fonction thiol ou amine, fixee sur ledit support solide par une liaison covalente resultant 
soit de Pinteraction entre la fonction NHS libre dudit compose espaceur de formule (I) 
et une fonction amine de ladite sonde oligonucleotidique, ou soit de Pinteraction entre la 
fonction vinylsulfone libre du compose espaceur de formule (I) et une fonction thiol de 
ladite sonde oligonucleotidique. 

24. Biopuce selon la revendication 23, caracterisee en ce que lesdites sondes 
oligonucleotidiques fixees sont des ADNs ou ARNs monobrins. 

25. Biopuce selon la revendication 23 ou 24, caracterisee en ce que lesdites 
sondes oligonucleotidiques fixees sont des ADNs ou ARNs dont la taille est comprise 
entre 15 et 7 000pb. 

26. Biopuce selon Pune des revendications 22 a 25, caracterisee en ce que 
lesdites sondes oligonucleotidiques sont deposees sous la forme de spots dont le 
diametre est compris entre 20 et 500 fim. 
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27. Biopuce selon l'une des revendications 22 a 26, caracterisee en ce que le 
nombre de spots de sondes oligonucleotidiques deposes sur la biopuce est compris entre 
2 et 10 5 . 

28. Biopuce selon l'une des revendications 22 a 27, caracterisee en ce que 
5 ledit support solide est choisi parmi les supports solides en verre, en plastique, en 

Nylon®, en Kevlar®, en silicone, ou en silicium, de preference en verre silanise. 

29- Biopuce activee, desactivee, ou regenerees susceptible d'etre obtenue par 
un procede selon l'une des revendications 1 a 1 L 

30. Biopuce revetue de sondes oligonucleotidiques ou de sondes peptidiques, 
10 susceptible d'etre obtenue par un procede selon l'une des revendications 12 a 21. 

31. Utilisation d'un biopuce selon l'une des revendications 22 a 30 pour la 
detection d'acides nucleiques dans un echantillon. 

32. Kit pour la detection, l'analyse qualitative ou quantitative d'acides 
nucleiques dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend une biopuce selon 

15 l'une des revendications 22 a 30. 

33. Procede pour la detection d'acides nucleiques dans un echantillon, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le depot de 1'echantillon contenant les acides nucleiques dont on cherche a 
detecter la presence sur une biopuce revetue de sondes oligonucleotidiques selon l'une 

20 des revendications 22 a 28 et 30, dans des conditions permettant l'hybridation 
specifique de ces acides nucleiques cibles avec lesdites sondes oligonucleotidiques ; 

b) le cas echeant, le rin9age de la biopuce obtenue a l'etape a) dans les 
conditions appropriees afin d'eliminer les acides nucleiques de 1'echantillon non 
captures par hybridation ; et 

25 c) la detection des acides nucleiques captures sur la biopuce par hybridation. 

34. Procede pour la detection d'acides nucleiques dans un echantillon selon 
la revendication 33, caracterise en ce que les acides nucleiques dont on cherche a 
detecter la presence sont prealablement marques a une de leur extremite par un 
marqueur capable de generer directement ou indirectement un signal detectable, de 

30 preference detectable par fluorescence. 
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35. Procede pour la detection d'acides nucleiques selon la revendication 34, 
caracterise en ce que les acides nucleiques dont on cherche a detecter la presence sont 
prealablement marques pour au moins deux d'entre eux par un marqueur different. 

36. Procede pour la detection d'acides nucleiques selon la revendication 34 
5 ou 35, caracterise en ce que lesdits marqueurs sont choisis parmi des derives de la 

cyanine, de preference choisis parmi les derives sulfonates de la cyanine, notamment les 
composes Cy5 ou Cy3, les nanocristaux ou les nanoparticules. 

37. Utilisation d'une biopuce selon Tune des revendications 22 a 28 et 30 
comme matrice d'affinite. 

10 38. Utilisation d'uae biopuce selon Tune des revendications 22 a 28 et 30 

pour la purification d'acide nucleique. 

39. Utilisation d'une biopuce selon Tune des revendications 22 a 30 pour le 
sequen9age d'acide nucleique. 

40. Utilisation d'une biopuce selon Tune des revendications 22 a 30 ou 39 
15 pour la detection et/ou Petude de polymorphisme genetique, notamment de SNP. 

41. Utilisation d'une biopuce selon Tune des revendications 22 a 28 et 30 
pour l'analyse qualitative ou quantitative de Fexpression de genes. 

42. Methode de criblage de composes ou cellules capables de se fixer 
specifiquement sur un oligonucleotide donne, caracterisee en ce qu'elle comprend les 

20 etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a tester sur une biopuce selon Pune des 
revendications 22 a 28 et 30, dans les conditions permettant la fixation specifique 
eventuelle dudit compose ou de ladite cellule a tester avec ledit oligonucleotide donne, 
ladite biopuce comprenant au moins un spot de sondes oligonucleotidiques contenant 

25 respectivement lesdits oligonucleotides donnes fixes sur son support solide et, le cas 
echeant, ledit compose ou ladite cellule etant marque par un marqueur capable de 
generer directement ou indirectement un signal detectable ; 

b) Pelimination par au moins une etape de lavage dans les conditions appropriees 
des composes ou cellules a tester non fixes specifiquement ledit oligonucleotide donne ; 

30 et 
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c) la selection du compose ou de ladite cellule specifiquement fixe sur ledit 
oligonucleotide donne, le cas echeant, par la selection du compose ou de ladite cellule 
dont le signal a ete detecte au niveau du spot contenant ledit oligonucleotide donne. 

43. Instrument ou dispositif de diagnostic comprenant une biopuce selon 
5 Tune des revendications 22 a 30. 
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